




















































































genetic  composition  of  an  unknown  environmental  sample.  This  study  investigated  the 
applicability of the Illumina next‐generation sequencing platform for metagenomic sequencing 





sequenced  as  a  paired‐end  sequencing  run  using  the  Illumina  sequencing‐by‐synthesis 






















Grapevine  virus  E  was  further  genetically  characterized  and  the  genome  sequence  of  GVE 







Bioinformatic analysis of metagenomic sequence data  further  revealed  the presence of  three 
fungus‐infecting  viral  families,  Chrysoviridae,  Totiviridae  and  the  unclassified  dsRNA  virus, 
































gebruik  in  metagenomiese  studies.  Dit  is  veral  weens  die  hoë  data‐omset  kapasiteit  en 
onbevooroordeelde  aanslag  in  die  bepaling  van  die  genetiese  samestelling  van  onbekende 





Blaarmateriaal  is  verkry  vanaf  44  lukraak‐gekose  wingerdstokke  in  ‘n  rolblad‐geïnfekteerde 
wingerd  in  Suid‐Afrika. Monster materiaal  is  saamgevoeg  en  dubbelstring‐RNS  geëkstraheer. 
Die dubbelstring‐RNS  is onderwerp aan gepaarde‐ent volgorde‐bepaling deur gebruik te maak 
van die  Illumina volgorde‐bepaling‐deur‐sintese  tegniek. Meer as 19 miljoen volgorde  reekse, 
ekwivalent  aan  ongeveer  837  megabasisse  volgorde  data,  is  verkry.  Van  hierdie  data  kon 
ongeveer 400 megabasisse saamgevoeg word  in 449 konstrukte  (“scaffolds”), deur gebruik te 
maak van die de novo samesteller Velvet. Hierdie konstrukte is onderwerp aan BLAST soektogte 






geïdentifiseer.  Grapevine  leafroll‐associated  virus  3,  verteenwoordig  deur  59%  van  die 
geanaliseerde kort‐reeks volgorde data, is identifiseer as die mees prominente virus spesie. Drie 
variante van die virus is in die wingerdmonster opgespoor: GP18 kom die mees algemeen voor, 
gevolg  deur  ‘n  CL‐766/NY1  variant  en  ‘n  potensiële  nuwe  wingerd  rolblad‐geassosieerde 
ampelovirus. ‘n Enkele Grapevine rupestris stem pitting‐associated virus variant, soortgelyk aan 







SA94  is bepaal. Die GVE SA94 genoomvolgorde, 7568 nukleotiede  lank,  is die eerste volledige 
genoomvolgorde vir hierdie virus spesie. Die genoomorganisasie  is tipies van vitivirusse, maar 
in  kontras  met  ander  RNA  virusse  is  die  AlkB  domein  binne‐in  die  helikase  domein  van 
oopleesraam 1 (ORF 1) geleë. Grapevine virus E SA94 deel byna 100% nukleotied identiteit met 






Chrysoviridae  familie,  soortgelyk  aan  Penicillium  chrysogenum  virus,  het  die  tweede meeste 
voorgekom in die wingerd monster. 
 
Hierdie  studie  demonstreer  die  suksesvolle  toepassing  van  ‘n  kort  reeks  volgorde‐




























OC        Degrees Celsius 
3’UTR        3’ Untranslated Region 
5’UTR        5’ Untranslated Region 
ABI        Applied Biosystems 
AlkB         Alkylated DNA repair protein 
APS        Adenosine Phosphosulphate 
ATP        Adenosine Triphosphate 
BLAST        Basic Local Alignment Search Tool 
BLASTn      BLAST (search a nucleotide database using a nucleotide query) 
BLASTx  BLAST (search protein database using a translated nucleotide query) 
bp        base pairs 
CDD        Conserved Domain Database 
cDNA        complementary Deoxyribonucleic Acid 
corp.        corporation 
CP        Coat Protein 
CRT        Cyclic Reversible Termination 
CsCl        Cesiumchloride  
CTAB        N‐Cetyl‐N,N,N‐trimethyl Ammonium Bromide 
cv.        cultivar 
ddNTP       2’,3’‐dideoxynucleotide triphosphate 
DNA         Deoxyribonucleic Acid 
dsDNA       double‐stranded Deoxyribonucleic Acid 
dsRNA       double‐stranded Ribonucleic Acid 
eDNA        environmental Deoxyribonucleic Acid  
ELISA        Enzyme‐Linked Immunosorbent Assay 
ESS        Environment Shotgun Sequencing 
Gb        Gigabases 
GLRaV‐3       Grapevine leafroll associated virus‐3 
GOS        Global Ocean Sampling 
GRSPaV      Grapevine rupestris stem pitting‐associated virus 
GRVFV       Grapevine rupestris vein‐feathering virus 
GSyV‐1      Grapevine Syrah Virus‐1 
GVA         Grapevine virus A 
GVB         Grapevine virus B 
GVD         Grapevine virus D 
GVE         Grapevine virus E 
Hel        Helicase 
LRS        Long Sequence Reads 
MAQ        Mapping and Assembly with Quality 
Mb        Megabases 
min        minute 
miRNA      micro Ribonucleic Acid 
MP        Movement Protein 
mRNA       messenger Ribonucleic Acid 
Mtr        Methyltransferase 
 vii 
 
NB        Nucleic acid‐Binding protein 
NCBI        National Centre of Biotechnology Information 
NGS        Next‐Generation Sequencing 
nr        non‐redundant 
nt        nucleotides 
ORF         Open Reading Frame 
PCR        Polymerase Chain Reaction 
PcV        Penicillium chrysogenum virus 
PE        Paired‐End       
pers. com.      personal communication 
pM        picoMolar 
PPi        Pyrophosphate 
RdRp        RNA‐dependant RNA polymerase 
RLM‐RACE       RNA Ligase‐Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends 
RNA         Ribonucleic Acid 
rRNA         Ribosomal Ribonucleic Acid 
RT‐PCR      Reverse Transcription ‐ Polymerase Chain Reaction 
SAFV        Saffoldvirus 
SAWIS       South African Wine Industry Information and Systems 
SD        Shiraz Disease 
SNP        Single Nucleotide Polymorphism 
SOLiD        Sequencing by Oligo Ligation and Detection 
SRS        Short Sequence Reads 
ssDNA       single‐stranded Deoxyribonucleic Acid 
USA        United States of America 
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Figure 2.3  Typical  Shiraz  decline  symptoms  a)  Reduced  vigour  and  premature  red 
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variants  for a) GLRaV‐3  (GP18), b) GRSPaV  (SG1), c) GVA  (GTR1‐1) and d) GVA  (P163‐1). GVE 
was  excluded  due  to  the  lack  of  a  full‐length  genome.  Schematic  representations  of  virus 
genomes with numbered open reading frames are shown above graphs. Grey bars below graph 






rupestris  stem  pitting‐associated  virus  (GRSPaV). Node  192  group with  the  SG1  (AY881626) 
strain. GenBank accession numbers are indicated in brackets. Bootstrap values (500 replicates) 
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position.  ................................................................................................................................. 48 
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analyses are shown (PE Paired‐end). ........................................................................................... 55 
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and  Boudon‐Padieu,  2006).  In  2006  South  Africa  ranked  as  one  of  the  ten  largest  wine 
producing  countries  in  the  world,  producing  3%  of  the  world’s  wine.  More  than  100  000 
hectares  of  wine  grape  cultivars  are  under  cultivation  in  South  Africa                     
and  produced  1015,4  million  liters  of  wine  and  grape  juice  in  2009 
(WOSA:http://www.wosa.co.za/sa/stats_worldwide.php).  In  2008  the  wine  and  related 
industries  generated  R26.2  billion  of  the  country’s  gross  domestic  product  and  employed 
275 000  people  (SAWIS:  http://www.sawis.co.za/info/annualpublication.php).  Grapevine  is 
therefore a valuable agricultural commodity and contributes significantly to the economy of the 
areas  in which  it  is grown. This valuable crop plant  is  threatened by  the 60 viruses known  to 
infect grapevine (Martelli, 2009), and more suspected viral pathogens, reducing both crop yield 






from  an  environmental  sample  without  the  need  for  prior  cloning.  Recently,  a  number  of 







sequencing  technology  using  the  Illumina  Genome  Analyzer  II  sequencing‐by‐synthesis 
technology  to  determine  the  viral  profile  of  a  diseased  vineyard.  The  project  focused  on 







• Sequence  dsRNA  using  the  Illumina Genome  Analyzer  II  (in  collaboration with  Prof. DJG 
Rees and Dr. J‐M Celton at the University of Western Cape). 
• Identify  and  implement  suitable  bioinformatic  tools  to  analyze  sequence  data  (in 
collaboration with Prof. DJG Rees at the University of Western Cape). 














In  this  chapter  literature  related  to  the  project  is  reviewed. A  brief  overview  of  economical 
important  viral  diseases  of  grapevine  and  associated  viruses  in  a  South  African  context  is 
presented.  This  is  followed  by  a  description  of  metagenomic  sequencing,  and  specifically 
metagenomic projects studying viral communities.  In  the subsequent section next‐generation 












































Adams,  I.P.,  Glover,  R.H.,  Monger,  W.A.,  Mumford,  R.,  Jackeviciene,  E.,  Navalinskiene,  M.,  et  al.,  2009.  Next‐



































overview  is  given  of  economically  important  grapevine  disease  complexes  and  associated 
viruses in South Africa and virus detection techniques. In the subsequent section, metagenomic 
sequencing  is discussed with specific reference to viral metagenomic projects. This  is followed 
by an  introduction  to next‐generation  sequencing  technology and a comparison of  the  three 
main  sequencing  platforms. A more  detailed  description  is  given  of  the  Illumina  sequencing 
technology.  The  chapter  is  concluded  with  a  discussion  of  the  bioinformatic  challenges 








and  shortening  the productive  life of  the vineyard. Viral  infection decreases both  the quality 
and quantity of  crop yield  (Martelli and Boudon‐Padieu, 2006).  In  the South African  context, 





















































































Grapevine  leafroll  associated  virus‐3  (GLRaV‐3)  regarded  as  the  most  important           
(Pietersen, 2000). Most of the grapevine  leafroll associated viruses are classified  in the family 
Closteroviridae,  genus Ampelovirus. Grapevine  leafroll  associated  virus‐3  is  a  phloem‐limited 
virus  causing  the  degradation  of  the  vascular  tissue  (Karasev,  2000)  and  resulting  in  typical 










the  disease  remains  latent  (Goszczynski  et  al.,  2008).  Infected  vines  display  a  lack  of 
lignification, giving them their characteristic rubbery appearance. These vines show a reduction 
in  vigour,  never  fully  mature  and  usually  die  within  3  to  5  years.  Leaves  have  a  typical 
discoloration pattern, turning red from the outside edges to a complete discoloration, and leaf‐
fall is severely delayed.  Infected vines have small bunches with reduced berry set, resulting in 
yield  loss.  Sugar  concentration  in  these berries  is  lower  (Goussard  and Bakker, 2000).  Three 
divergent  molecular  groups  of  Grapevine  virus  A  (GVA)  were  identified  in  South  Africa 












the  union. Deep  grooving  of  the  stems  and  premature  red  discoloration  of  the  leaves  from 
middle  to  late summer can be observed  (Figure 2.3).  Infected vines have  reduced vigour and 
usually die within 5 to 10 years. Due to the reduced vigour the  fruit yield  from these vines  is 
negatively  affected  (Al  Rwahnih  et  al.,  2009;  Battany  et  al.,  2004;  Goszczynski,  2007a). 
Grapevine  rupestris  stem  pitting‐associated  virus  (GRSPaV)  has  been  associated  with  the 
disease  in other parts of  the world  (Habili et al., 2006; Lima et al., 2006) and  in South Africa 
(Goszczynski, 2007a). Al Rwahnih et al. (2009) suggested that three viruses might be the causal 
agents of Shiraz decline, Grapevine rupestris stem pitting‐associated virus (GRSPaV), Grapevine 
rupestris  vein‐feathering  virus  (GRVFV)  and  the  recently  described  Grapevine  Syrah  virus‐1 
(GSyV‐1). 







of viral diseases. The use of  transgenic plants would be a  further step  to  reduce  the harmful 
effects of viral infection. 
 
Grapevine  viruses  mainly  are  transmitted  by  insect  vectors  such  as  mealybugs,  aphids  and 
nematodes,  but  also  mechanically  by  workers  and  implements.  It  is  therefore  essential  to 
maintain  proper  vineyard  sanitation  to  limit  the  spread  of  viral  diseases.  Insecticides  are 
commonly used to control insects in the vineyard. Virus infected plants must be removed from 
the  vineyard  and  proper  quarantine  methods  maintained  to  prevent  planting  of  infected 
propagation material. It is therefore essential to have sensitive and rapid detection methods to 
test  for  commonly  occurring  viruses  (Martelli  and  Boudon‐Padieu,  2006),  but  also  to  have 
techniques available to detect new emerging viruses. 
 
Presently,  the  routine methods used  to screen  for viruses are enzyme‐linked  immunosorbent 
assay  (ELISA)  and  reverse  transcription  polymerase  chain  reaction  (RT‐PCR).  ELISA  is  a 
serological  detection  method  relying  on  the  interaction  of  the  viral  antigen  and  specific 
antibodies. Molecular  techniques such as RT‐PCR  target  the genetic material of  the virus and 
rely  on  the  amplification  of  a  region  of  the  viral  genome  using  specific  primers. Both  these 
detection  methods  have  the  limitation  that  prior  knowledge  of  the  virus(es)  present  is 
necessary. Furthermore, they target viruses historically associated with the different grapevine 























from  the  environment  and  cultured  in  vitro  to  obtain  pure  cultures. Genetic material  from 
these  pure  cultures  can  be  isolated,  sequenced  and  analyzed.  Besides  the  obvious 






The  term  “metagenomics” was  first used  in  1998  (Handelsman  et  al.,  1998)  to describe  the 
study  of  the  collective  genetic  material  from  all  microbes  in  a  specific  environment.  Since 
metagenomics involve the cloning of genetic material isolated directly from the environment, it 
circumvents  the  need  to  isolate  and  cultivate  organisms  and  is  thus  more  time  and  cost‐
effective.  Metagenomics  also  allows  for  the  study  of  microorganisms  in  their  natural 
environment  and  is  not  biased  towards  culturable  organisms,  therefore  the  total  genetic 
diversity of microorganisms can be studied  (Jones, 2010; Streit and Schmitz, 2004; Wooley et 
al.,  2010).  This  collective  genetic  pool  of  microorganisms  in  an  environment  is  called  the 
metagenome (Kowalchuk et al., 2007; Schloss and Handelsman, 2005). Since the study field of 







Traditionally,  metagenomic  studies  were  conducted  by  doing  environmental  shotgun 
sequencing  (ESS)  or  random  shotgun  sequencing  (Wooley  et  al.,  2010).  The  first  step  is  to 
extract  the genetic material, usually DNA, directly  from an environmental sample  (e.g. soil or 
water). The genetic material  is  then sheared  into  random  fragments, cloned  into vectors and 
used  to  transform  suitable  host  cells  to  produce metagenomic  libraries  consisting  of  clones 
containing  inserts  of  the  environmental  DNA.  These  libraries  are  either  used  for  sequence‐
based or functional analysis. In sequence‐based analysis, the clones are sequenced using Sanger 
sequencing.  Clones  can  either  be  sequenced  at  random  and  computer  software  used  to 
assemble  the sequenced  fragments  into whole genomes, or clones containing a phylogenetic 
“signature” region such as 16S rRNA genes are sequenced to give an  indication of the species 
present  in  the  sample.  In  functional  analysis,  the  transformed  libraries  are  screened  for  the 
expression of specific proteins (Handelsman, 2004; Streit and Schmitz, 2004). For more details 
the  reader  is  referred  to  a  number  of  papers  discussing  metagenomics  and  metagenomic 













is  not  biased  towards  any  specific  microbial  group  and  does  not  rely  on  known  sequence 









Traditionally, discovering novel viruses was dependant on  the ability  to culture  the viruses  in 
cell culture systems and to isolate pure virus particles for characterization. This is hampered by 
the  fact  that many microorganisms, and by extension  their viruses, cannot be cultured using 
standard cell  lines and techniques and further complicated by the  low nucleic acid content of 
viruses.  Additionally,  viruses  do  not  have  conserved  genetic  elements  that  can  be  used  to 




studies  in  a  broad  range  of  natural  environments.  Assessing  the  viral  community  through 
metagenomic  techniques  can  provide  insights  to  the  community  structure  and  diversity  of 
viruses  in  a  natural  environment.  These  techniques  have  already  been  exploited  by  several 
projects. The  largest metagenomics project  to date surely  is  the global ocean sampling  (GOS) 
expedition; collecting and sequencing material from many different oceans (Rusch et al., 2007; 
Venter  et  al.,  2004)  resulting  in  the  characterization  of  the marine  viruses  of  these  oceans 
(Williamson et al., 2008). Table 2.2 presents a  list of viral metagenomic projects most cited  in 
recent  literature. Viral metagenomics are  reviewed  in a number of papers: Allen and Wilson, 
2008; Delwart,  2007;  Edwards  and  Rohwer,  2005;  Kristensen  et  al.,  2010;  Schoenfeld  et  al., 
2010; Suttle, 2005; Thurber et al., 2009, and human viruses specifically: Tang and Chiu, 2010.  
 





portion  of  the  metagenomic  sequences  did  not  show  significant  similarity  to  sequences  in 
































































Human faeces  San Diego, California, USA   Filtration  RNA  Sanger sequencing  Plant pathogenic viruses were most abundant.  Zhang et al., 
2006 
























































































Australia   Nuclease treatment  RNA  Pyrosequencing  Presence of novel Arenavirus found.  Palacios et al., 
2008 



























































































































































































sample  (Kreuze  et  al.,  2009).  In  viral  metagenomics,  filtration  is  often  used  to  select  viral 




way  to  enrich  the  sample  for  virus‐specific  nucleic  acids  (see  Al  Rwahnih  et  al.,  2009  and 
Roossinck et al., 2010  for plant virus metagenomic  studies performing dsRNA extraction). All 
known  grapevine  infecting  viruses  are  single‐stranded RNA  viruses, having  either positive or 
negative RNA  strands as  genomes. Upon entering  the host,  the  virus’ RNA  is  translated  into 
proteins by the host’s enzymes. The virus replicates by  forming a complementary RNA strand 
on  the existing  template by means of a virus encoded RNA‐dependant RNA polymerase. The 
virus  replicative  cycle  therefore  involves  a  dsRNA  intermediate  molecule.  The  presence  of 
dsRNA  is  regarded as an  indication of a viral  infection, as RNA  from  the host plant normally 
does not exist in a double‐stranded form (Dodds et al., 1984). Thus, by applying a procedure for 
dsRNA enrichment, a large proportion of extracted nucleic acids will be virus‐derived. However, 
this will exclude all DNA viruses, of which  there are  to date none known  to  infect grapevine. 




The  now  common  technique  of  DNA  sequencing,  determining  the  sequence  of  the  four 
nucleotide types in a given DNA string, was first developed in 1977 by Frederick Sanger (Sanger 
et al., 1977), for which he later received the Nobel Prize. Another, but less known, sequencing 









Sanger  sequencing,  also  known  as  dideoxy‐  or  chain  terminating  sequencing,  currently 
marketed  by  Applied  Biosystems,  is  still  the most widely  used  sequencing  technique  and  is 
described  as  the  “gold  standard”  for  sequencing  in  terms  of  accuracy  and  read  length 
(Harismendy  et  al.,  2009;  Morozova  and  Marra,  2008).  It  is  based  on  the  use  of  labelled 
dideoxynucleotides. Since the development of Sanger sequencing more than 30 years ago, the 
sequencing technique underwent major improvements. Initially, the ddNTPs were radioactively 
labelled,  electrophoresis  done  on  polyacrylamide  slab‐gels,  and  the  sequence  read  by  hand 
from exposed film. Today the four ddNTPs are differentially fluorescently labelled and detected 
by an automated detector. Microcapillaries are used for electrophoretic sizing and base calling 
is  automated  (Harismendy  et  al.,  2009; Morozova  and Marra,  2008;  Shendure  and  Ji,  2008; 
Strausberg et al., 2008).  
 











(ABI)  SOLiD  (http://www3.appliedbiosystems.com)  became  available  in October  of  the  same 
year.  These  three  platforms  currently  dominate  the  sequencing  arena,  although  third 
generation  sequencing  technologies,  for  example  the  HelicoScope  from  Helicos  BioSciences 
(http://www.helicosbio.com), the Polonator instrument (www.polonator.org), “single molecule 
real  time”  sequencing  from  Pacific  Biosciences  (www.pacificbiosciences.com)  and  nanopore 









200 gigabases of sequencing data per week  (www.illumina.com)  for a  fraction of  the price of 




The use of universal adaptors,  rather  than  sequence‐specific primers, makes next‐generation 
sequencing  specifically  suitable  for  metagenomic  sequencing.  Random  shotgun  sequencing 
using high‐throughput next‐generation sequencing has the ability to reveal the sequence of all 
the  genetic material  in  a  sample without  prior  knowledge  on  the  organisms  present  in  the 









fluorescently  labelled  nucleotides  (Illumina)  or  short  oligonucleotides  (ABI  SOLiD),  or  the 
detection  of  by‐products  (454/Roche).  Because  of  the  parallel  sequencing  of  the  amplified 
clusters,  this  technology  is  also  called  massive  parallel  sequencing  or  high‐throughput 
sequencing. For the purpose of this review, brief descriptions of each next‐generation platform 






Both 454 and SOLiD  sequencing  technologies use DNA  fragments  ligated  to  specific adapters 





containing  one  bead  and  the  PCR  reagents,  are  immersed  in  oil  and  put  through  the  PCR 





are  added.  The  sequencing  reactants  with  only  one  type  of  nucleotide  are  added.  DNA 
polymerase  incorporates  the  nucleotide,  building  a  complementary  DNA  chain  on  the 
templates.  Upon  incorporation  of  a  nucleotide,  a  pyrophosphate  group  (PPi)  is  released, 
forming  adenosine  triphosphate  (ATP)  in  the presence of  adenosine phosphosulphate  (APS), 
catalyzed  by  sulphurylase.  Luciferase  catalyzes  the  reaction  of  luciferin  and  ATP  to  produce 
light.  The emitted  light  can be detected  and  the beads  incorporating  the  specific nucleotide 
recorded.  The  reactants  are  then  washed  away  and  the  sequencing  reaction  repeated 
sequentially with  the  other  three  nucleotides.  Since  this  technique  relies  on  the  release  of 





glass  support  surface,  and  primers  hybridized  to  the  adapters.  A  mixture  of  3’degenerate 
octamers, each with a fluorescent label at the 5’ end, and ligase are added to the beads. In each 
degenerate octamer,  the  flurescent  label  corresponds  to  the  fixed nucleotides. A  hybridized 
octamer  is  ligated  to  the  primer  by  ligase  and  identified  by  the  fluorescent  label,  thereby 
















Currently,  all  three  sequencing platforms provide  a  good  service  and each  renders  a  slightly 
different output dependent on  the  strong point of  that  system. Comparative  figures  for  the 
latest platforms are shown  in Table 2.3.  In recent years these platforms have seen a dramatic 



























Output/ runa  400‐600 Mb  150‐200 Gb  80‐100 Gb  3 Gb 
Run Time  10 hours  8 days  12‐ 16 days  5 days 
Read Length  400 bases  2x100 bases  2x50 bases  2x36 bases 






our  sequencing  the  latest  sequencing  platform  from  Illumina.  In  comparison  with  the  FLX 
Genome  Sequencer,  then  the  flagship  sequencer  from  454/Roche,  the  Illumina  Genome 
Analyzer can generate DNA sequencing data at substantially higher throughput and lower cost, 




Recently  Illumina  launched  their  latest sequencing platform,  the HiSeq 2000. The HiSeq 2000 
provides an improvement in terms of read length and run time and boost a 150 to 200 Gb data 
output  capacity  per  run  (Table  2.3,  http://www.illumina.com), more  than  any  other  current 
sequencing platform. The technology used  in  Illumina’s sequencing platforms,  first developed 
by Solexa (Bennett, 2004) and acquired by Illumina in 2007, is based on the work of Turcatti and 
colleagues (Fedurco et al., 2006; Turcatti et al., 2008). Figure 2.5 is a graphical representation of 














































digestion  (Figure  2.5A).  The  ends  of  the  double‐stranded  DNA  are  blunt‐ended  using  the 
exonuclease activity of Klenow and T4 DNA polymerase and a 3’‐adenine overhang is added by 
Klenow  (exo‐) polymerase  (Figure 2.5B). Adapters are  ligated  to  the ends of  the  fragmented 
strands (Figure 2.5C). The Illumina system uses Y‐shaped adapters to ensure that each fragment 
has  distinct  up‐  and  downstream  adapters  (Linnarsson,  2010).  DNA  fragments  with  added 
adapters are size fractionated on agarose gel (Figure 2.5D) and purified. The specific application 
will determine which size fraction is selected. The purified DNA fragments are amplified by PCR 











of  identical  molecules.  A  cluster  of  identical  molecules  is  necessary  during  sequencing  to 
enhance  the  fluorescence sufficiently  for  the  imaging systems  to detect  it. A glass  flow cell  is 
prepared by dividing  it  into eight  lanes and coating  the  interior surface with oligonucleotides 
complementary  to  the  adapters  used  (Mardis,  2008).  The  oligonucleotides  are  linked  to  the 
glass  surface  via  a  flexible  linker  (Shendure  and  Ji,  2008).  The  glass  flow  cell  acts  as  a  solid 
support  on which  amplification  takes  place,  allowing  the  clusters  to  be  spatially  separated. 




cooling  step  (Figure  2.5E)  (Mardis,  2008).  Clusters  are  generated  by  incubation  with  free 








generate clusters of  identical DNA  fragments  representative of a  single DNA  fragment  in  the 





cyclic  reversible  termination  (CRT)  method,  a  cyclic  method  that  involves  three  steps: 
nucleotide incorporation, fluorescence detection and cleavage. The nucleotides are modified to 
have their 3’‐OH group blocked with reversible terminators, to ensure that only one nucleotide 





to  identify  the  incorporated differentially  fluorescent  labelled nucleotide.  The 3’‐ends of  the 
nucleotides  are  unblocked,  the  fluorescent  labels  cleaved, washed  away  and  the  nucleotide 
incorporation cycle is repeated (Figure 2.5I and J). Each lane of the flow cell is divided into 300 
tiles  that are  individually photographed. The  images are  captured by a  camera and  the  four 
fluorescent colours are detected using two lasers. At the end of the sequencing run, the images 
are  analyzed  to  identify  the  nucleotides  incorporated  and  hence  the  sequence  of  the  DNA 
fragment  in each  cluster  (Figure 2.5K). As one base  is determined per  sequencing  cycle,  the 















Figure  2.6  Diagram  of  a  modified 










The advent of NGS platforms  led  to a significant  increase  in sequencing  throughput, allowing 
discoveries not previously accessible. But this progress in sequencing technology has not been 




The  characteristics  of NGS  data,  shorter  read  lengths  and  higher  coverage,  introduce major 











Next‐generation  sequencing  data  are  generally  considered  to  have  a  lower  raw  accuracy  in 
comparison  to  Sanger  sequence  data  (De Magalhães  et  al.,  2010;  Tucker  et  al.,  2009).  The 
quality  of  the  sequence  data  are  influenced  by  the  sample  preparation  and  sequencing 
protocols  (Trapnell  and  Salzberg,  2009).  Furthermore,  each  of  the  respective NGS  platforms 
introduces  its own specific  type of sequencing errors and error profiles  (De Magalhães et al., 
2010; Strausberg et al., 2008). In Illumina sequencing data, substitutions are the most frequent 
error type, especially after  incorporation of a “G” base. Homopolymeric repeats are the cause 
of most  errors  in  454  data,  causing  insertions/deletions  (Metzker,  2010).  Because  sequence 
quality typically deteriorates with increase in read length, it is often needed to trim error‐prone 
read ends,  reducing  the data set size. However,  the greater depth of coverage of sequenced 




is  to  assemble  the  sequences  in  contigs,  to  construct  genomes  and  assign  an  identity  to 

















analysis of NGS data  in a broad range of application  fields. The reader are revered  to several 
papers  discussing  a  number  of  these  bioinformatic  tools:  Horner  et  al.,  2010;  Imelfort  and 
Edwards, 2009; Li and Homer, 2010; Miller et al., 2010; Nielsen et al., 2010; Scheibye‐Alsing et 
al.,  2009;  Trapnell  and  Salzberg,  2009.  The  performance  of  the  analysis  software  depends 
greatly on the sequence length, depth of sequence coverage (fold coverage) and relative error‐




The  “first  step”  analysis  tools  are  typically  categorized  in  three  groups:  de  novo  sequence 
assemblers, used to create contigs from short read sequence data purely based on overlapping 
sequence  information;  mapping  assemblers,  short  read  sequence  data  are  mapped  to  a 
reference  genome  and  a  consensus  generated;  and  alignment  viewers, used  to  visualize  the 




Besides  this  alignment  and  assembly  software,  software  for  variant,  single  nucleotide 
polymorphism  and  insertion/deletion  detection,  are  available.  Integrated  analysis  software, 
able  to perform all or some of  the above mention  functions, are also offered. The respective 
sequencing platforms developed their own analysis tools: Consensus Assessment of Sequence 
and  Variation  (CASAVA)  developed  by  Illumina  (http://www.illumina.com 
/software/genome_analyzer_software.ilmn#third_party_tools) and the GS De Novo Assembler, 








































































the  hash  length  (k),  and  these  fragments  are  called  k‐mers.  Each  k  sequence  observed  is 
represented as a “node” in the De Bruijn graph, with an “edge” or connection between them if 




the  overlapping  sequence  reads.  In  the  hash  tables  the  identity  and  position  of  the  first 
occurrence of each k‐mer in the de Bruijn graph are recorded (Flicek and Birney, 2009). 
 
Contigs  are  assembled  into  scaffolds  using  paired‐end  information.  Paired‐end  reads  are 
created by fragmenting DNA followed by selection of a specific fragment size. These fragments 
are  sequenced  from both ends.  Forward  and  reverse  reads  from  a  specific  fragment  remain 
























Figure  2.7  Diagram  illustrating  the  theory  of  De  Bruijn  graphs  used  in 
Velvet assembler a) Sequence read with possible k‐mers b) De Bruijn graph 




Mapping  and  Assembly  with  Quality  (MAQ)  assembler  (Li  et  al.,  2008; 
http://MAQ.sourceforge.net/)  is a  freely available software. MAQ  is a mapping assembler, so 
called because the original short sequence reads are reassembled or “mapped” to a reference 
sequence.  A  coverage  profile  for  the  reference  sequence  can  be  generated,  showing  the 
percentage sequence covered and depth of sequence, by calculating the number of times each 








MAQ uses “seed  indexing”  for  fast sequence alignment  (Li et al., 2008). The  first 28bp of  the 
sequence read, regarded as the most accurate part  (Trapnell and Salzberg, 2009), are divided 
into  four  segments,  called  “seeds”.    When  set  to  default  mode,  MAQ  will  report  on  reads 
aligning with two or less mismatches. These two mismatches can be in two seeds at most, with 
the  two other  seeds having perfect matches. By aligning all  six  the possible  combinations of 
seeds to the reference sequence it is possible to create a list of candidate positions where the 
read can align with  two or  less mismatches  in  the  first 28bp. This  information  is stored  in six 
hash  tables  for  fast  indexing  (Li  and  Homer,  2010).  Alignment  of  seeds  is  much  less 
computational  intensive  than aligning  the complete sequence  read. The mismatches  for each 
alignment  are  then weighted  using  the  quality  score  for  nucleotides  in  the  sequence  read. 
Quality scores are provided with the raw data to give an indication of the confidence that each 





Next‐generation  sequencing  technologies  are  now  used  in  an  increasingly  diverse  range  of 
applications  to  answer  biological  problems  not  previously  thought  to  be  possible. 
Improvements to the current sequencing technologies are being developed at a rapid tempo, 
and new techniques such as multiplexing and sample tagging, are constantly added. The high 
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African  vineyard, has been used  in a deep  sequencing analysis  to build a  census of  the  viral 
population.  The  dsRNA  was  sequenced  in  an  unbiased  manner  using  the  sequencing‐by‐
synthesis technology offered by the Illumina Genome Analyzer II and yielded 837 megabases of 
metagenomic  sequence data. Four known  viral pathogens were  identified.  It was  found  that 
Grapevine leafroll associated‐virus 3 (GLRaV‐3) is the most prevalent species, constituting 59% 
of the total reads, followed by Grapevine rupestris stem pitting‐associated virus and Grapevine 
virus  A.  Grapevine  virus  E,  a  virus  not  previously  reported  in  South  African  vineyards,  was 
identified in the census. Viruses not previously identified in grapevine were also detected. The 
second most  prevalent  virus  detected was  a member  of  the  Chrysoviridae  family  similar  to 




Grapevine  is  an  important  global  commodity  crop  which  is  widely  planted  throughout 
temperate  regions.  Viruses,  however,  are  a  significant  factor  in  reducing  the  quality  and 




identified  in  a  single  vine  (Prosser  et  al.,  2007).  In  South  Africa,  as  in  most  grape‐growing 
regions  of  the world,  grapevine  leafroll  is  regarded  to  be  the most  significant  virus  disease 
affecting  grapevine,  with  Shiraz  disease  and  Shiraz  decline  becoming  more  prominent  as 







In  South  African  vineyards  it  appears  that Grapevine  rupestris  stem  pitting‐associated  virus 
(GRSPaV)  is most  frequently  associated with  Shiraz  decline  (Goszczynski,  pers.  com.), whilst 
Grapevine  virus  A  (GVA)  seems  to  be  most  frequently  associated  with  Shiraz  disease 
(Goszczynski, 2007). The etiologies of  these and most other grapevine virus diseases are not 
resolved.  While  these  viruses  have  certainly  been  shown  to  be  closely  associated  with  the 
respective diseases,  it  is generally accepted  that additional viruses are associated with  these 
diseases.   Moreover,  anecdotal  evidence  exists  for differing  etiologies  for  the  same disease, 











New  and  powerful  technologies  which  are  able  to  sequence  viruses  from  environmental 
samples  without  the  need  for  laborious  and  costly  purification,  cloning  and  screening 
techniques can result in the generation of sequence information for the complete virome in an 
unbiased fashion (Al Rwahnih et al., 2009; Cann et al., 2005; Kreuze et al., 2009; Williamson et 
al.,  2008).  These  data  could  help  to  identify  new  viruses  in  disease  complexes,  identify  the 
dominant variants of the viral species and give an indication of the frequency of viruses found 
in  the  infected  material.  Consequently,  the  data  can  be  used  to  develop  more  accurate 
diagnostic assays. Next generation sequence data has been used successfully  to evaluate  the 
viruses  present  in  a  single  grapevine  plant  displaying  typical  Syrah  decline  symptoms  (Al 
Rwahnih et al., 2009), to identify an unknown virus in Liatris spicata (Adams et al., 2009) and to 
provide deep  sequence analysis of virus  infected  sweetpotato plants  (Kreuze et al., 2009).  In 






used BLAST  analysis  to  confirm  the  expected presence of GRSPaV,  to  show  the presence of 
rupestris  vein‐feathering  virus  and  to  identify  a  new  marafivirus,  grapevine  syrah  virus‐1. 
Similarly, Adams et al.  (2009) determined  the  sequence of Pepino mosaic virus  from  tomato 
using  LRSs.  These  researchers  also  identified  a  new  member  of  the  Cucumovirus  genus, 
Gayfeather mild mottle virus, from a diseased Liatris plant of unknown etiology.  In a study by 
Kreuze et al.  (2009)  sweetpotato plants were  inoculated with  two known viruses  singly or  in 
combination. Sequence data obtained from short read sequences (SRSs) of ~24 bp yielded the 
expected  full‐length  sequences  of  the  inoculated  viruses  (Sweetpotato  feathery mottle  virus 
and  Sweetpotato  chlorotic  stunt  virus),  as well  as  that of unknown  viruses belonging  to  the 
Badnavirus  and  Mastrevirus  genera.  These  three  studies  indicate  the  usefulness  of  next 
generation sequencing  technologies and a metagenomics approach  to  identify known viruses 
and to discover possible new viruses from diseased plant material. 
 
Adams  et  al.  (2009)  and  Kreuze  et  al.  (2009)  concluded  that  next  generation  sequencing 
technologies can be used as a diagnostic tool to identify a plant virus when no prior knowledge 
of  the  virus  is  available. Therefore,  it  can be used as an  investigative  technique  to  generate 
sequences  of  multiple  viruses,  if  present,  in  an  unbiased  fashion  due  to  the  use  of  non 
sequence  specific  primers.  This  could  lead  to  the  identification  of  the  viruses  and  a  better 
understanding of the disease especially when its etiology is currently unknown. 
 
In  this  paper  we  describe  the  use  of  sequencing‐by‐synthesis  technology 















bp were  selected  for PCR  enrichment. Quantitative PCR was used  to determine  the optimal 
amplification of the ~200 bp cDNA fragments (Supplementary data 1) and 33 PCR cycles were 








Reads  were  assembled  into  scaffolds  using  the  Velvet  0.7.31  de  novo  assembly  algorithm 
(Zerbino  and  Birney,  2008;  http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet).  A  variety  of  parameters 
were tested, yielding scaffolds that varied between 100 and 8,624 nt in length. Parameters for 
optimal assembly were  selected based on number and  length of  the  scaffolds obtained. The 
following parameters were used for all further analyses: hash length of 23, coverage cut‐off of 
50,  expected  coverage  of  1,000  and  a  minimum  scaffold  length  of  100.  In  this  assembly, 
7,895,103 reads (41%) assembled into 449 scaffolds (Supplementary data 2). Forty‐eight of the 
scaffolds  were  larger  than  1,000  nt  and  the  largest  scaffold  was  8,624  nt  in  length.  These 
scaffolds were  subjected  to BLAST  (Basic  Local Alignment Search Tool)  (Altschul et al., 1997) 
searches  against  the  NCBI  non‐redundant  (nr)  DNA  and  protein  databases  and  classified 
according to the sequences they aligned to with the highest bit score. The scaffolds aligned to 
GLRaV‐3  (124), GRSPaV  (1) and GVA  (7), which represent 59%, 4% and 1% respectively of the 















three mycoviral  families. Twenty‐six  scaffolds, accounting  for 5% of  the assembled  read data 
aligned  to  the  fungi‐infecting  dsRNA  viruses  from  the  family  Chrysoviridae:  Penicillium 
chrysogenum virus  (PcV), Helminthosporium victoriae 145S virus and Cryphonectria nitschkei 
chrysovirus  1.  Two  scaffolds  (1.1%  of  read  data)  aligned  to  Aspergillus  mycovirus  1816,  a 
member of  the  family Totiviridae and  three  to  the unassigned Fusarium graminearum dsRNA 
mycovirus  4  (0.2%  of  read  data).  Twenty‐two  of  the  31  scaffolds  aligning  to  these  viruses 







did  not  align  to  any  known  sequences  in  the NCBI  databases.  Sequence  classifications,  the 










the highest sequence  identity has not been  fully sequenced yet. The extracted sequences  for 
the 23 representative variants were used simultaneously as reference sequences in a MAQ re‐
assembly analysis to determine the dominant variant for each virus species based on the read 
count.  A  total  of  3,860,942  reads  accounting  for  approximately  20%  of  the  total  read  data 
aligned  to  the  reference  sequences  (Table  3.1).  To  verify  the  presence  of  these  variants, 
reference  sequences  were  used  individually  for  re‐assembly  analysis  to  calculate  the  read 
count, average depth of sequence and the average coverage of the respective genomes (Table 
3.1).  The most  prominent  variants  for  each  virus  species  could  be  selected  based  on  these 
criteria  (Figure  3.2).  However,  the  reference  strains  used  in  the  assemblies  are  only 
representative  of  the  viral  groups  and  not  identical  to  the  variants  detected  in  this  study, 
















Table 3.1  Comparison  of  de  novo  and  re‐assembly  data  for  the  five  dominant  virus  species 
identified in this study. De novo assembled scaffolds are classified according to best alignment (highest 
bit  score)  in  the NCBI database  found with BLASTn and BLASTx  searches. MAQ  re‐assembly data are 
shown for the 23 representative variants identified after de novo assembly analysis. 




























GLRaV‐3  EU259806c  GP18  66  2,608,947  56%  3,616,585  98%  4,242,321  54%  10,009  100% 
   EU344893c  Cl‐766  25  1,048,903  23%  4,673  0%  1,678,187  21%  3,951  90% 
   EF508151d     11  487,297  11%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AF037268c  NY1  6  120,333  3%  66,943  2%  1,922,950  25%  4,558  92% 
   AJ606358d     2  132,454  3%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   DQ314610d     2  32,232  1%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AJ748516d     1  47,944  1%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   EF103903d     1  26,255  1%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AY704412d     1  25,796  1%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AY495340d     1  20,226  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AJ748536d     1  17,824  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   EU344896d     1  17,542  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   DQ911148d     1  11,343  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   EF445656d     1  1,728  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AJ748520d     1  1,189  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   FJ786016d     1  801  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   DQ780887d     1  740  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   ABY87025e     1  20,397  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
         124  4,621,195  100%  3,688,201     7,843,458  100%       
GRSPaV  AY881626c  SG1  1  296,352  100%  120,654  94%  135,421  61%  653  90% 
   AY881627c  BS  ND  ND  ND  4,251  3%  16,696  8%  76  35% 
   AF057136c  GRSPaV‐1  ND  ND  ND  1,605  1%  32,075  14%  152  56% 
   AF026278c  GRSPaV‐1  ND  ND  ND  1,462  1%  31,929  14%  150  55% 
   AY368590c  SY  ND  ND  ND  163  0%  3,071  1%  14  10% 
   AY368172c  PN  ND  ND  ND  151  0%  2,582  1%  12  10% 
         1  296,352  100%  128,286     221,774          
GVA  X75433c  Is151  4  33,672  43%  1,230  4%  2,533  4%  14  22% 
   DQ855088c  P163‐1  3  45,444  57%  12,773  41%  26,190  38%  149  94% 
   DQ787959c  GTR1‐1  ND  ND  ND  16,217  52%  28,892  42%  166  93% 
   DQ855084c  GTG11‐1  ND  ND  ND  685  2%  2,606  4%  14  24% 
   DQ855086c  GTR1‐2  ND  ND  ND  196  1%  1,169  2%  6  10% 
   DQ855082c  P163‐M5  ND  ND  ND  83  0%  1,122  2%  6  10% 
   DQ855081c  GTR1SD‐1  ND  ND  ND  12  0%  1,007  1%  5  12% 
   DQ855083c  KWVMo4‐1  ND  ND  ND  12  0%  1,152  2%  6  9% 
   DQ855087c  BMO32‐1   ND  ND  ND  7  0%  1,313  2%  7  11% 
   AF007415c  PA3  ND  ND  ND  0  0%  1,084  2%  6  10% 
   AY244516c     ND  ND  ND  0  0%  1,084  2%  6  10% 
         7  79,116  100%  31,215     68,152          
GVE  AB432910c  TvAQ7  1  69,780  97%  18  0%  160  1%  1  3% 
   AB432911d  TvP15  1  1,898  3%  13,204  100%  13,207  99%  178  99% 
         2  71,678  100%  13,222     13,367          
PcV  AF296439d     6  84,403  23%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AF296442d     1  751  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AAM95601e     6  9,025  3%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AAM95604e     5  122,873  34%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AAM95602e     3  70,909  20%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AAM95603e     2  54,690  15%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   AAM68955e     1  14,017  4%   ‐  ‐   ‐   ‐   ‐   ‐  
   AAM68953e     1  1,973  1%  ‐    ‐  ‐   ‐    ‐   ‐ 
   ACT79258e     1  537  0%  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
   NC_007539c  Seg 1 ATCC 9480  ND  ND  ND  0  0%  0  0%  0  0% 
   NC_007540c  Seg 2 ATCC 9480  ND  ND  ND  0  0%  0  0%  0  0% 
   NC_007541c  Seg 3 ATCC 9480  ND  ND  ND  0  0%  0  0%  0  0% 
   NC_007542c  Seg 4 ATCC 9480  ND  ND  ND  0  0%  0  0%  0  0% 
         26  359,178  100%  0     0          
















Figure 3.2 MAQ‐reassembly of  reads on  four  full‐length genomes  representing  the dominant 
variants  for a) GLRaV‐3  (GP18), b) GRSPaV  (SG1), c) GVA  (GTR1‐1) and d) GVA  (P163‐1). GVE 
was  excluded  due  to  the  lack  of  a  full‐length  genome.  Schematic  representations  of  virus 
genomes with numbered open reading frames are shown above graphs. Grey bars below graph 














The GLRaV‐3  variant GP18 had  the highest  average depth of  sequence  (10,009 nt  coverage) 







Despite  the  use  of  a  dsRNA‐specific  extraction  procedure,  host  nucleic  acids  were  also 
sequenced.  Ten  percent  of  the  total  reads  aligned  to  the  19  Vitis  vinifera  chromosomes 
(GenBank  accession  no:  NC_012007  –  NC_012025),  chloroplast  (GenBank  accession  no: 












GLRaV‐3  being  present  in  the  sample.  Re‐assembly  analysis  confirmed  the  dominance  of  a 
GP18‐like variant, as the highest number of reads could be re‐assembled against this reference 
sequence, with 100% genome coverage and an average depth of sequence of 10,009 nt (Table 
3.1,  Figure  3.2A).  After  re‐assembly  analysis,  data  suggested  that  two  additional  GLRaV‐3 
variants  (Cl‐766 and NY1) were present based on  the read count, average depth of sequence 



















of  new  grapevine  leafroll‐associated  ampeloviruses  from  this  sequence  data  cannot  be 
excluded (Supplementary data 3). 
 
A  near  full‐length  GRSPaV  scaffold  (8,624  nt  in  length,  accounting  for  296,352  reads)  was 
generated  in the de novo assembly, BLASTn alignments  indicated that this viral variant shares 
92.3% sequence identity with the SG1 variant (Figure 3.3, Supplementary data 3) (Meng et al., 
2005).  Re‐assembly  of  the  reads  against  GRSPaV  full  length  genomes  confirmed  that  the 
GRSPaV  is similar to the SG1 variant due to the read count (135,421 reads), average depth of 













Figure 3.3  Phylogenetic  tree  (bootstrap consensus  tree) showing  the  relationship between 
the  six  complete  genome  sequences  and  the  de  novo  generated  scaffold  (Node  192)  for 
Grapevine  rupestris  stem  pitting‐associated  virus  (GRSPaV).  Node  192  group  with  the  SG1 
(AY881626) strain. GenBank accession numbers are indicated in brackets. Bootstrap values (500 









coverage  (Table  3.1,  Figure  3.2C  and  D)  and  BLASTn  pairwise  alignment  of  scaffolds 
(Supplementary data 3). This suggests that a molecular group III variant of GVA is present. The 
four de novo assembled  scaffolds which aligned preferentially  to a GVA  variant  in molecular 









The  sequence data  identified a  fourth virus, GVE, which has not previously been detected  in 
South Africa. Subsequent PCR amplification with diagnostic primers, confirmed the presence of 
GVE in the samples from this vineyard. Two scaffolds were obtained for GVE, the largest being 
5,172  nt  in  length,  which  aligned  to  and  extends  the  partial  sequence  of  the  TvP15  strain 
available  in  the NCBI database  (Nakaune et al., 2008). Although one of  the  scaffolds aligned 
with a higher bit score to the TvAQ7 strain, probably because the TvAQ7 sequence is essentially 
complete and allows for a larger part of the scaffold to align, the scaffold had higher homology 
to  the  TvP15  partial  sequence  (Supplementary  data  3).  This  suggests  that  read  data  can  be 
assembled  into  scaffolds  that  can  align  to  known  virus  sequences  but  can  also  extend  the 























host  may  exist  within  the  grapevine  cannot  be  excluded,  we  therefore  propose  that  the 





the genome  length of  the  respective  reference sequences. When considering only  these  four 
virus  species,  results  indicated  that GLRaV‐3 accounts  for 90%, GRSPaV  for 7% and GVA and 
GVE  for  1.5%  each  of  the  known  virus  infection  of  this  severely  diseased  vineyard.  These 
percentages are  similar  to  the  relative abundance of  the  seven  viruses when using  the  read 
counts  in  the  de  novo  assemblies  for  the  virus‐associated  scaffolds  only.  From  this  analysis 
GLRaV‐3 accounts for 84%, unidentified Chrysoviridae for 7%, GRSPaV for 5%, GVA for 1%, GVE 
for 1%, Totiviridae  for 2% and Fusarium graminearum dsRNA mycovirus 4  for  less than 1% of 
the total virus population within the vineyard sample. 
 
In  total  188  scaffolds  did  not  align  to  any  known GenBank  sequences  in  either  of  the  non‐





















population  of  the  diseased  vineyard  based  on  read  count  in  de  novo  assemblies.  Assembly 
analysis was able to identify the dominant variant of GLRaV‐3 and the presence of at least one 








these  viruses  were  isolated  directly  from  the  phloem  material  of  grapevine.    The  current 
analysis of  sequence data  also detected  the presence of  viruses  similar  to  a member of  the 






re‐assembly  analysis  of  short  sequence  reads  generated  from  dsRNA  can  successfully 
distinguish between four different known viral species and gives an indication of the dominant 
variants  of  these  species.  Furthermore,  read  data  analysis  helped  to  detect  at  least  three 
unknown viruses from viral families that have not previously been reported to infect grapevine, 
resulting in the first virome of a severely diseased vineyard being sequenced. Our results prove 
the  feasibility  of  next  generation  high‐throughput  sequencing  technology  using  Illumina 













region  of  South  Africa.  Plants  were  randomly  selected  during  winter  dormancy  when  no 
apparent symptoms were visible. Phloem scrapings were collected from 44 vines during August 











subjected  to  a  heat  denaturation  step  at  95oC  for  10  min  and  flash  cooled  in  ice  water. 
Fragmentation, conversion to cDNA and preparation  for sequencing was performed using the 
Illumina  mRNA  Sequencing  v2  kit.  The  15  PCR  cycles  recommended  by  Illumina  were 
insufficient  for  cDNA  amplification.  Quantitative‐PCR  was  used  to  determine  an  optimal 
number of amplification cycles. After comparison to positive control samples, 33 cycles of PCR 
amplification was  found  to  be  the midpoint  of  the  log  phase  of  amplification  for  the  cDNA 
(Supplementary data 1). PCR enrichment of the adapter‐ligated cDNA fragments was therefore 
conducted with 33  cycles of  amplification  for  further  sequence determination.  The  enriched 
DNA template was quantified, diluted to 2.5pM and hybridized to 1/8th of a flow cell. Clusters 





Paired‐end  (PE)  sequence  data were  assembled  into  scaffolds  using  the  short  read  de  novo 






and  a minimum  scaffold  length of  100.  First  a hash  table, depending on  the hash  length,  is 
created  using  the  executable  “velveth”.  Scaffolds  are  then  assembled  with  the  “velvetg” 
executable according to the chosen parameters. Velvet generates an AMOS file containing the 
statistical  information  on  the  scaffolds.  This  file  was  viewed  in  with  the                     
assembly  viewer  Hawkeye  (Schatz  et  al.,  2007; 







10‐5 was  regarded  as  a  significant  hit.  Scaffolds with  no  significant  hit were  used  in  BLASTx 
searches. BLASTx searches the NCBI protein database, translating the query sequence in all six 
possible open reading frames (ORF). This search is therefore able to align sequences on amino 







used  as  reference  sequences  in  subsequent  analyses.  Mapping  and  Assembly  with  Quality 
(MAQ) reference assembler 0.7.1 (Li et al., 2008; http://MAQ.sourceforge.net/) was used in the 
re‐assembly analysis. Default parameters were used with the “easyrun” command to map the 
sequence  reads  to  the  reference  sequences. The  “submap”  command was used  to  filter  the 
alignment data and only reads aligning to the references with a high confidence are reported 
on.  The  number  of  reads  aligning  to  the  reference  sequences,  coverage  and  average  depth 
were  determined  by  viewing  the  “mapview”  and  “mapcheck”  files  for  each  alignment.  The 
assembly  viewer  MAQview,  included  in  the  MAQ  package,  was  used  to  display  the  MAQ 





project.org/) was used  to create a graphical  representation  from  the “pileup”  files generated 
for  each  alignment.  The  graphs  show  the  coverage  and  depth  of  sequence  for  selected 
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et  al.,  2008). Although  one  of  the  plants  used  as  viral  source,  had  stem  pitting  disease,  no 
relationship between GVE and any disease symptoms could be established. Grapevine virus E is 
a  positive  sense  single‐stranded  RNA  virus  with  a  genome  organization  resembling  that  of 
Grapevine  virus  A  (GVA).  Currently,  the  only  sequence  data  available  are  the  incomplete 
sequences  for  GVE  isolates  TvAQ7  (AB432910)  and  TvP15  (AB432911).  Both  isolates  are 
transmissible by the mealybug Pseudococcus comstocki (Nakaune et al., 2008). 
 
Recently,  a  metagenomic  sequencing  study  reported  the  presence  of  GVE  in  South  African 
vineyards for the first time (Coetzee et al., 2010). The virus was detected in a severely diseased 
vineyard  (cv.  Merlot)  in  the  Stellenbosch  region  of  South  Africa.  Sequence  data  from  the 
Illumina Genome Analyzer II were subjected to de novo assembly and two scaffolds were found 
to preferentially  align  to GVE when doing BLAST  searches  against  the NCBI’s non‐redundant 
nucleotide databases. The GVE variant present in the metagenomic sample was homologous to 
the  incomplete  GVE  TvP15  sequence  (Nakaune  et  al.,  2008).  A  scaffold  assembled  from 
metagenomic sequencing data (Coetzee et al.,2010), GVE Node 3404, was edited to 4216 nt to 
contain  only  high  quality  sequence  data  and  submitted  to  GenBank  (accession  number 
GU903011). This scaffold aligned to TvAQ7 at nt positions 373 to 4589.  
 
Based  on  the  available  sequence  information  (GVE Node  3404,  TvP15  and  TvAQ7  sequence 
data)  the  following  set  of  diagnostic  primers  was  designed:  GVE‐1‐For  5’‐
AATGGAGTCAAAAGCGATCC‐3’  and  GVE‐Rev  5’‐GTAGGGTCAATCAACCAACA‐3’.  To  identify  a 
GVE‐infected plant, total RNA was isolated from individual plants using a CTAB method adapted 
for grapevine (White et al., 2008). The extracted RNA was used as template in RT‐PCR using the 





vineyard and cultivar  than  the metagenomic  study, was  identified. The vine displayed  typical 
Shiraz disease symptoms  (e.g. canes with a  lack of  lignification, delayed  leaf  fall and  reduced 
vigor) and tested positive for GVE. Sequencing of the PCR product confirmed the GVE infection 
status.  The  vine  also  tested  positive  for  Grapevine  rupestris  stem  pitting‐associated  virus 




A  set  of  nine  primer  pairs  was  designed  to  amplify  overlapping  regions  spanning  the  GVE 
genome.    Primer  pairs  were  used  to  synthesize  cDNA  from  total  RNA  using  AMV  reverse 
transcriptase.  The  cDNA  was  then  used  as  template  in  a  PCR  with  a  high  fidelity  DNA 







from  total  RNA  with  the  oligo(dT)  primer  5’‐TACGATGGCTGCAG(T)17‐3’  (Meng  et  al.,  2005). 
Similar  to other members of  the genus Vitivirus, GVE harbours a 3’‐polyadenylated genome, 
allowing  the  oligo  d(T)  primer  to  anneal  and  prime  cDNA  synthesis.  The  cDNA was  used  as 
template in a PCR using the oligo d(T) primer and a GVE specific primer designed to anneal ~200 
nt upstream of the expected 3’‐terminal end. The amplicon was excised from the gel, purified 













The  complete  sequence  of  GVE  SA94  is  7568  nt  in  length,  excluding  the  poly(A)‐tail,  and 
extends  the  5’‐terminal  end  of  GVE  TvAQ7  by  8  nt.  This  is  the  first  report  of  a  complete 
nucleotide sequence of a GVE  isolate. The complete sequence was deposited  in the GenBank 
database  (accession GU903012). Open  reading  frames  (ORFs) were  identified using  the NCBI 
ORF finder and protein domains were identified with BLASTP and searching the NCBI Conserved 
Domain  Database  (CDD)  (Marchler‐Bauer,  2008).  Nucleotide  sequences  for  GVE  TvAQ7  and 
TvP15 isolates, GVA, Grapevine virus B (GVB) and respective protein sequences were extracted 
from NCBI  and  compared  to GVE  SA94  to determine  sequence  similarity. Multiple  sequence 
alignments were performed and nucleotide and amino acid sequence identities calculated using 
Vector  NTI  10  software  package  (Invitrogen  Corp.).  Positions  and  sizes  of  the  ORF’s  and 
untranslated  regions  in  the  GVE  SA94  genome  and  percentage  nucleotide  and  amino  acid 
sequence identities to other members of the genus Vitivirus  are shown in Table 4.1. 
 
Table 4.1   Genome  position  and  size  of  open  reading  frames  (ORFs)  and  untranslated 





(nt)  GVE TvAQ7 GVE TvP15 GVA  GVB 
5'‐UTR  1‐65  65  73.8 (‐)  ‐ (‐)  27.6 (‐)  43.1 (‐) 
1 replicase  66‐5165  5100  69.4 (72.9)  ‐ (‐)  50.5 (29.6)  51.2 (31.7)
2 hypothetical   protein 5172‐5747  576  52.9 (44.6)  96.5 (92.1)  44.5 (13.5)  43.4 (13.1)
3 movement protein  5768‐6574  807  72.4 (76.1)  98.3 (100)  47.5 (26.4)  45.3 (18.3)
4 coat protein  6495‐7094  600  78.4 (86.9)  99 (99.5)  50.8 (42.6)  50.7 (35.5)
5 nucleic acid binding  7112‐7462  351  75.9 (75.9)  98.6 (96.6)  41.9 (16.1)  60.5 (64.0)
3'‐UTR  7463‐7568  106  58.4 (‐)  99.1 (‐)  33.0 (‐)  38.7 (‐) 
GenBank  accession  numbers  for  nucleotide  sequences  for  GVE  TvAQ7  (AB432910),  TvP15 
(AB432911), Grapevine virus A (GVA; X75433) and Grapevine virus B (GVB; X75448) and protein 









replication‐associated polypeptide of 1699aa,  sharing 72.9% aa  identity  to  the corresponding 






and RNA‐dependant RNA polymerases  (Figure 4.1a).   An AlkB domain, belonging  to  the 2OG‐
Fe(II) oxygenase superfamily, was identified at aa 949‐1035, located within the helicase domain 
(Figure  4.1a).  The  AlkB  domain  and  its  position  was  found  to  be  the  same  for  the  TvAQ7 
sequence.  This  domain,  serving  a  role  in  repair  of  methylation  damage,  is  implicated  in 
counteracting  the  host  defence  mechanisms  (Aravind  and  Koonin,  2001).  Flexiviruses  are 
thought to be a major source of AlkB domains for other RNA viruses which acquire the domain 
in mixed infections via recombination (Van den Born et al., 2008). Grapevine virus E is the first 
virus  reported  to have an AlkB domain  located within  the helicase domain.  In other  viruses, 
including  all  flexiviruses, where  this domain has been  identified,  the AlkB domain  is  located 
upstream of a helicase domain (Martelli et al., 2007). The  impact of this altered arrangement 
on the function of the AlkB domain is unknown. The GVE SA94 ORF1 does not overlap ORF2, as 






than with  isolate TvAQ7  (69.6 %). Grapevine virus E SA94  is  therefore an  isolate of  the same 















methyltransferase,  Hel  helicase,  AlkB  AlkB  conserved  domain,  RdRp  RNA‐dependant  RNA 
polymerase, MP movement protein, CP coat protein, NB nucleic acid‐binding protein, ? protein 







Mapping  and  Assembly  with  Quality  (MAQ)  assembler  (Li  and  Durbin,  2008).  MAQ  is  a 
reference  assembler  that will map  the  pool  of metagenomic  sequence  reads  to  a  reference 
sequence,  calculating  the  number  of  reads  mapping,  average  depth  of  sequence  and  the 
average coverage of the reference sequence. Only reads aligning with a high confidence to the 
reference  sequence  are  taken  into  account,  thereby  giving  an  indication  of  the  sequence 
similarity between the metagenomic data and the reference sequence. Although, no scaffolds 
were  obtained  aligning  to  the  remaining GVE  SA94  genome with  high  confidence, when  re‐
assembling the metagenomic sequence reads on GVE SA94, 99.3% coverage was obtained with 
an average sequence  read depth of 407.32 nt  (Figure 4.1b). This confirms  the high degree of 
homology between GVE Node 3404 and  isolate GVE SA94. The homology between these GVE 





metagenomic  sequence  data  pool  (Coetzee  et  al.,  2010),  suggesting  a  more  homogeneous 
population structure for GVE. 
 
We determined  the  first  complete nucleotide  sequence of  a GVE  isolate.  The  complete GVE 
SA94 sequence, 7568 nt  in  length, shares 98.1% and 98.2% sequence  identity with TvP15 and 
GVE Node 3404,  respectively.  This  is  indicative of  a high  sequence  similarity between  South 
African GVE variants.  The genome organization of GVE SA94 resembles that of the TvAQ7 and 
TvP15 isolates, consisting of five ORFs, capped at the 5’‐end and 3’‐polyadenylated. Grapevine 







Aravind,  L.,  Koonin,  E.V.,  2001.  The  DNA‐repair  protein  AlkB,  EGL‐9,  and  leprecan  define  new  families  of  2‐
oxoglutarate‐and iron‐dependent dioxygenases. Genome Biol. 2, 0007.1‐0007.8. 
 

































viruses  in  a  diseased  vineyard.  Using  the  Illumina  sequencing‐by‐synthesis  technique,  we 
obtained high quality and quantity sequence data, allowing us to identify known and previously 




Bioinformatic  tools, Velvet and MAQ were  successfully  implemented  to allow  the analysis of 
the  837  megabases  of  metagenomic  sequence  data.  Four  viral  pathogens  known  to  infect 
grapevine and  the dominant variants of  these viruses  could be  identified. Grapevine  leafroll‐
associated virus 3 was the dominant virus present  in the vineyard, representative of 58.5% of 
analyzed  read data, with GP18 as  the most prevalent  variant. A  second minor  variant and a 






incomplete  sequence  of  the  Japanese  TvP15  isolate.  Grapevine  virus  E  was  not  previously 
detected in South African vineyards. Primers designed using the in silico assembled scaffold as 
template,  could  detect  GVE  in  grapevine  plants  from  a  different  vineyard  than  the 
metagenomic study vineyard, proving that the in silico assembled scaffolds represent true viral 
templates present  in  the  sample. The metagenomic  study provided  the basis  for  the  further 
genetic  characterization of a South African GVE  isolate, GVE SA94. The GVE SA94 nucleotide 
sequence is 7,568 nt in length and represents the first complete nucleotide sequence of a GVE 
isolate. This GVE  isolate  shares 98.2%  identity with  the GVE  scaffold  from  the metagenomic 









Furthermore,  analysis  of  the metagenomic  sequence  data  revealed  the  presence  of  viruses 





This  study  serves as a pilot  study  for  future  research using metagenomic  sequencing  for  the 
viral profiling of vineyards. This project also opened interesting avenues to further pursue in the 
genetic  characterization  of  grapevine  pathogens.  Follow‐on  research  projects  resulting  from 
this study are already in progress: 
• Development  of  an  efficient    diagnostic  test  and  investigation  into  the  incidence  and 
presence  of  strain  variants  of  GVE  in  South  African  vineyards,  possible  association  of 
symptoms and the presence of GVE, molecular characterization of GVE (MSc project). 
• Further genetic characterization and phylogenetic analysis of  the novel grapevine  leafroll‐
associated virus 3 variant (Post Doctoral project).  
• Polymerase  chain  reaction based detection of dsRNA  fungal  virus  families, Chrysoviridae, 
Totiviridae and Fusarium graminearum  in grapevine and detection of possible fungal hosts 
(Two BScHons projects). 
• Metagenomic sequencing using  Illumina sequencing  technology of viruses  from grapevine 
plants displaying Shiraz disease symptoms (Post Doctoral project). 
• Investigation  into  the  accurateness of  Illumina  short  read  sequence data using  the near‐





of  available  bioinformatic  software  tools  for  metagenomic  studies  and  how  parameters 
should be adjusted for optimal assembly. 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































GLRaV‐3  EU259806  GP18  399  112  203  203  0%  1.00E‐55  100% 
      500  105  190  190  0%  7.00E‐52  100% 
      611  1765  3110  3110  9%  0  99% 
      734  705  1236  1236  3%  0  99% 
      350  359  632  632  1%  0  99% 
      231  518  888  888  2%  0  98% 
      687  437  755  755  2%  0  98% 
      403  389  663  663  2%  0  98% 
      242  295  518  518  1%  3.00E‐150  98% 
      112  256  435  435  1%  3.00E‐125  98% 
      292  181  315  315  0%  4.00E‐89  98% 
      341  106  179  179  0%  1.00E‐48  98% 
      170  102  172  172  0%  2.00E‐46  98% 
      38  725  1202  1202  3%  0  97% 
      738  698  1189  1189  3%  0  97% 
      125  303  486  486  1%  2.00E‐140  97% 
      169  268  450  450  1%  1.00E‐129  97% 
      490  272  450  450  1%  1.00E‐129  97% 
      171  273  446  446  1%  2.00E‐128  97% 
      486  269  441  441  1%  7.00E‐127  97% 
      302  207  338  338  1%  4.00E‐96  97% 
      654  176  297  297  0%  1.00E‐83  97% 
      407  158  268  268  0%  5.00E‐75  97% 
      724  155  255  255  0%  3.00E‐71  97% 
      70  152  250  250  0%  1.00E‐69  97% 
      280  133  223  223  0%  2.00E‐61  97% 
      232  128  214  214  0%  7.00E‐59  97% 
      304  102  167  167  0%  8.00E‐45  97% 
      139  175  286  286  0%  2.00E‐80  96% 
      509  169  275  275  0%  4.00E‐77  96% 
      245  132  212  212  0%  3.00E‐58  96% 
      725  115  181  181  0%  4.00E‐49  96% 
      26  197  309  309  1%  2.00E‐87  95% 
      637  147  226  226  0%  1.00E‐62  95% 
      648  145  219  219  0%  2.00E‐60  95% 
      271  101  159  159  0%  1.00E‐42  95% 
      324  106  156  156  0%  1.00E‐41  95% 
      314  100  147  147  0%  7.00E‐39  95% 
      559  294  453  453  1%  1.00E‐130  94% 
      485  132  197  197  0%  6.00E‐54  94% 
      61  146  212  212  0%  3.00E‐58  93% 
      71  112  163  163  0%  1.00E‐43  93% 
      2215  298  178  237  0%  1.00E‐47  91% 
      363  167  217  217  0%  8.00E‐60  90% 
      655  247  333  333  1%  2.00E‐94  89% 
      1766  232  307  307  1%  8.00E‐87  89% 
      2774  281  123  209  0%  2.00E‐31  89% 
      1254  270  347  347  1%  1.00E‐98  88% 
      2420  316  381  381  1%  6.00E‐109  87% 
      2049  105  131  131  0%  6.00E‐34  87% 
      415  116  131  131  0%  6.00E‐34  87% 
      2547  105  127  127  0%  7.00E‐33  86% 
      2137  235  93.3  175  0%  3.00E‐22  86% 
      1948  301  331  331  1%  1.00E‐93  85% 
      343  279  307  307  1%  1.00E‐86  84% 
      1740  198  217  217  1%  1.00E‐59  84% 
      209  100  109  109  0%  2.00E‐27  84% 
      2824  228  98.7  166  0%  8.00E‐24  83% 
      1191  392  374  374  2%  1.00E‐106  81% 
      168  363  347  347  1%  2.00E‐98  81% 
      2340  307  282  282  1%  5.00E‐79  81% 
      522  147  134  134  0%  7.00E‐35  80% 
      319  126  120  120  0%  1.00E‐30  80% 
      3253  120  109  109  0%  2.00E‐27  80% 
      1861  498  165  327  2%  1.00E‐43  79% 
      3209  3232  569  1750  14%  2.00E‐164  78% 
      503  486  383  383  2%  3.00E‐109  78% 
























GLRaV‐3  EU259806  GP18  1778  236  197  197  1%  1.00E‐53  78% 
      677  187  150  150  0%  1.00E‐39  78% 
      437  166  141  141  0%  5.00E‐37  78% 
      3152  141  120  120  0%  1.00E‐30  78% 
      3408  618  152  253  1%  1.00E‐39  77% 
      211  129  102  102  0%  3.00E‐25  77% 
      2947  112  86  86  0%  2.00E‐20  77% 
      259  113  80.6  80.6  0%  1.00E‐18  77% 
      146  291  206  206  1%  3.00E‐56  76% 
      2862  393  277  277  2%  2.00E‐77  75% 
      318  255  178  178  1%  1.00E‐47  75% 
      641  231  158  158  1%  1.00E‐41  75% 
      708  397  123  123  0%  4.00E‐31  75% 
      2444  1825  452  536  6%  3.00E‐129  74% 
      303  539  333  333  2%  5.00E‐94  74% 
      197  316  201  201  1%  1.00E‐54  74% 
      646  188  120  120  1%  2.00E‐30  74% 
      440  108  68  68  0%  6.00E‐15  74% 
      345  101  66.2  66.2  0%  2.00E‐14  74% 
      1082  237  134  134  1%  1.00E‐34  73% 
      432  154  89.7  89.7  0%  3.00E‐21  73% 
      406  154  87.8  87.8  0%  9.00E‐21  73% 
      145  606  320  320  3%  4.00E‐90  72% 
      627  915  271  271  2%  3.00E‐75  72% 
      1243  110  64.4  64.4  0%  7.00E‐14  72% 
      1997  398  210  210  2%  3.00E‐57  71% 
      283  376  96.9  96.9  1%  5.00E‐23  71% 
      565  107  50  50  0%  2.00E‐09  70% 
      589  247  100  100  1%  2.00E‐24  69% 
      3465  633  192  192  2%  1.00E‐51  68% 
      405  338  82.4  82.4  1%  9.00E‐19  67% 
      249  648  75.2  75.2  1%  3.00E‐16  65% 
                   
GRSPaV  AY881626  SG1  192  8624  13040  1.30E+04  98%  0  93% 
                   
GVA  DQ855088  P163‐1  972  173  295  295  2%  2.00E‐83  97% 
      2612  5826  2248  7540  68%  0  96% 
      3211  5075  964  3211  48%  0  96% 
      2199  103  127  127  1%  3.00E‐33  92% 
      2254  235  73.4  141  2%  1.00E‐16  80% 
      2466  340  113  113  2%  2.00E‐28  74% 
      2259  1005  89.7  166  4%  7.00E‐21  73% 
                   
  DQ787959  GTR1‐1  2612  5826  2233  7774  67%  0  97% 
      972  173  289  289  2%  7.00E‐82  97% 
      3211  5075  966  3331  52%  0  96% 
      2199  103  113  113  1%  6.00E‐29  89% 
      2254  235  82.4  146  2%  2.00E‐19  79% 
      2466  340  104  159  3%  1.00E‐25  73% 
      2259  1005  62.6  62.6  1%  1.00E‐12  69% 
                   
GVE  AB432911  TvP15  3404  5172  673  1657  33%  0  99% 
      1570  322  443  443  10%  4.00E‐128  87% 
                   
PcV  NC_007539  Seg 1 ATCC 9480  1351  110  55.4  55.4  1%  7.00E‐12  86% 
      2999  226  46.4  46.4  1%  8.00E‐09  83% 
      2041  316  87.8  150  5%  4.00E‐21  79% 
      1798  3958  206  650  34%  7.00E‐56  77% 
      1706  741  73.4  132  7%  2.00E‐16  75% 
      2111  208  68  68  2%  2.00E‐15  74% 
      3031  475  57.2  57.2  2%  1.00E‐11  72% 
      982  136  50  50  2%  4.00E‐10  72% 
      2323  667  89.7  89.7  6%  2.00E‐21  70% 
      2626  572  109  109  10%  2.00E‐27  64% 
        22           
        22           
  NC_007540  Seg 2 ATCC 9480  2299  1040  50  50  3%  3.00E‐09  71% 
                   
  NC_007541  Seg 3 ATCC 9480  No hit 
                   
  NC_007542  Seg 4 ATCC 9480  1093  4214  53.6  99  5%  9.00E‐10  78% 
      713  166  68  68  4%  1.00E‐15  73% 













    Observation date     
    20/11/08*  15/01/09  11/02/09   
Row  Vine  Growth  Growth  Berries  Symptoms  Growth  Berries  Symptoms  Atypical symptoms 
1  29  3  3  ‐  1  3  ‐  ‐  Complete red leaves 
1  47  3  2  US  1  2  ‐  1    
2  3  3  3  UR  1  3  ‐  1  Bubbly leaves 
2  8  3  3  ‐  ‐  3  ‐  ‐    
2  22  1  1  ‐  1  1  ‐  3  Complete red leaves 
2  34  3  3  ‐  ‐  3  ‐  ‐    
2  44  3  3  ‐  ‐  3  ‐  ‐    
3  6  3  3  ‐  1  3  ‐  3    
3  17  3  3  ‐  1  3  ‐  ‐    
3  25  1  1  ‐  1  1  ‐  1    
3  34  1  1  ‐  ‐  1  UR  1    
3  41  3  3  ‐  1  3  ‐  ‐    
4  5  3  3  UR  1  3  ‐  1    
4  14  3  3  ‐  ‐  3  ‐  ‐    
4  27  3  3  UR  1  3  ‐  2  Complete red leaves 
4  31  3  3  ‐  1  1  US  1    
4  39  3  2  UR  ‐  3  ‐  1    
5  3  3  1  ‐  ‐  1  ‐  ‐    
5  11  3  3  ‐  1  3  ‐  1    
5  17  3  2  ‐  2  1  ‐  2    
5  30  3  3  ‐  1  3  ‐  1    
5  37  3  3  ‐  ‐  3  ‐  ‐    
6  2  3  3  ‐  1  3  ‐  1  Complete red leaves/ Bubbly leaves 
6  8  3  3  ‐  1  3  ‐  1  Only leaf margins roll downwards 
6  15  3  2  ‐  ‐  1  UR  1  Yellow leaves tips 
6  28  3  2  ‐  2  2  ‐  2    
6  37  2  2  ‐  1  2  ‐  1    
6  41  3  2  ‐  1  2  ‐  1    
7  6  3  2  ‐  1  2  ‐  1    
7  31  2  1  ‐  1  2  ‐  2    
7  42  3  1  ‐  1  2  ‐  1  Only red veins 
8  1  3  3  UR  2  3  ‐  2    
8  8  3  3  UR  1  3  ‐  1    
8  13  3  3  ‐   1  2  ‐  1    
8  37  2  2  ‐  1  2  ‐  ‐    
9  8  2  1  ‐  2  1  US/UR  3    
9  21  3  3  ‐  1  3  ‐  1    
9  28  3  2  ‐  1  2  ‐  2    
9  29  3  2  ‐  1  3  ‐  1  Bubbly leaves 
10  3  3  3  ‐  1  3  ‐  1    
10  20  3  3  ‐  1  3  ‐  1    
10  29  3  2  ‐  1  2  ‐  1    
10  42  3  2  ‐  1  1  ‐  2    
10  46  3  3  ‐  2  3  ‐  2    
* At 20/11/08 no abnormal berries or disease symptoms were observed         
Growth   1       Severely stunted             
  2  Mildly Stunted             
  3  Vigorous               
Berries  US  Uneven berry set             
  UR  Uneven ripening           
  UN  Unripe         
Symptoms  1  Very little symptoms           
  2  Mild symptoms             
  3  Severe symptoms (red of leaves, downwards rolling of the leaves)                 
  ‐    no observed symptoms 
